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論文内容の要旨 
[背景・目的]  
 BRAF変異メラノーマの治療には BRAF阻害剤 Vemurafenibが高い奏効性を示し、患者の全
生存期間を延長することが近年の臨床研究から明らかとなった。しかし、BRAF 阻害剤の治
療効果は一過的なもので、多くの症例においては、良好な初期応答ののち薬剤に耐性を示す
腫瘍細胞が生じ，再増殖することが問題となっている。そのため、メラノーマの薬剤耐性機
構に関する研究が盛んに行われているが、現時点でこの問題を解決する治療法は開発されて
いない。メラノーマの悪性化に関連する因子として、テトラスパニン CD63がある。CD63は
メラノーマの細胞移動、上皮間葉転換、腫瘍形性能を負に制御していることが報告されてお
り、メラノーマの進行に伴ってその発現が減少することから、メラノーマのステージ特異的
がん抗原と考えられている。しかし、薬剤療法における治療効果および薬剤耐性獲得など、
臨床上重要な事柄と CD63の関連については未だ不明である。 
CD63 は高度に N-型糖鎖修飾を受けており、不均一な分子量を示す。近年、タンパク質へ
の N-型糖鎖付加を行う酵素複合体が、乳がん細胞の微小管阻害薬ドセタキセルに対する耐性
を増強しており、その耐性に関わる因子が CD63 だと報告された。また、私は予備的な実験
から、① Vemurafenib処理により CD63の平均分子量が増加する、 ② Vemurafenib処理によ
り細胞膜上の CD63 量が増加する、という 2 つの結果を得ていた。これらのことより、
Vemurafenib処理が誘導するメラノーマ細胞の CD63平均分子量の増加と細胞膜上の CD63量
の増加が、糖鎖修飾系の変化を介していると考えた。そこで、CD63 が BRAF 変異メラノー
マの Vemurafenib耐性に関わると仮説を立て、Vemurafenib耐性における CD63の役割を明ら
かにすることを目的として研究を行った。 
 [結果]  
Vemurafenib処理により CD63の平均分子量および細胞膜局在が増加する 
 BRAF変異ヒトメラノーマ細胞において、Vemurafenib処理が CD63の発現量および局在に
影響を与えるか検討した。ウェスタンブロット (WB) 解析により、薬剤存在下で培養した細
胞では、対照と比較して CD63 存在量に変化はなかったが、平均分子量の大幅な増加が認め
られた。免疫染色により、薬剤未処理の細胞では微弱な CD63抗体染色像が観察された一方、
薬剤処理細胞では細胞の辺縁部に沿って強い CD63 の局在が認められた。フローサイトメー
ターを用いた解析から、細胞表面上の CD63 量が、薬剤処理細胞では、対照と比較して約 2
倍程度増加した。これらのことから、BRAF変異メラノーマ細胞への Vemurafenib処理はメラ
ノーマ細胞の CD63の平均分子量および細胞膜局在を増加させることが示された。 
 
メラノーマ細胞の Vemurafenib耐性は CD63発現量と逆相関する 
 ヒトメラノーマ細胞株４株 (A375、HT-144、G361、SK-MEL28) を用い、Vemurafenib耐性
と CD63発現量に相関関係があるのか検討した。CD63のタンパク質量は、 A375細胞では他
の細胞株の 5分の 1 程度と著しく低いことが観察された。Vemurafenib存在下で 5 日間培養
して生存増殖する細胞数を計測したところ、A375細胞では、他の細胞の約 5倍の生存細胞数
が認められた。これらの結果から、薬剤耐性が強い細胞ほど CD63 タンパク質量が低い傾向
が認められ、Vemurafenib耐性と CD63発現量が逆相関することが示唆された。 
 
CD63過剰発現により Vemurafenib存在下でのメラノーマ細胞の増殖が抑制される 
 ヒト CD63 (hCD63)-Flag を安定発現する A375細胞と mock 細胞を樹立し、Vemurafenib存
在下あるいは非存在下で 10 日間培養後、細胞数を比較した。Vemurafenib 非存在下では
hCD63-Flag発現細胞と mock細胞の間に差は認められなかった。一方、Vemurafenib存在下に
おいて、hCD63-Flag発現細胞では、対照細胞と比較して著しく低い細胞増殖を示した。これ
らの結果から、CD63の発現増加により Vemurafenib存在下でのメラノーマ細胞の増殖が抑制
されることが示された。 
 
Vemurafenib処理による CD63の分子量増加および細胞膜局在の亢進は N-型糖鎖の付加を必
要とする 
 Vemurafenib処理によるCD63の平均分子量および細胞膜上でのその量の増加がN-型糖鎖修
飾系の変化を介しているか検討した。薬剤処理による顕著な分子量増加および細胞膜上 CD63
量の増加は、Vemurafenibと低濃度の N—型糖鎖付加阻害剤 Tunicamycine共存下では認められ
なかった。次に、糖鎖付加部位変異型 hCD63 (AAA) –Flagを安定発現する A375細胞を作製
し、hCD63-Flag (以下、これを天然型 (WT)) あるいは  hCD63 (AAA)-Flag 発現細胞を
Vemurafenib存在下あるいは非存在下で培養した。WBの結果、薬剤処理により、hCD63 (WT) 
–Flagの分子量増加が観察された一方、hCD63 (AAA) -Flagの変化は認められなかった。さら
に、N-型糖鎖遊離酵素消化により、hCD63 (WT) –Flag タンパク質の分子量が、Vemurafenib
処理の有無にかかわらず CD63 のコアペプチドサイズまで減少した。１か所あるいは２か所
の糖鎖付加部位しか持たない CD63変異体を用いた解析の結果とあわせ、Vemurafenib処理に
よる CD63の分子量増加は、糖鎖の数ではなく、構造の変化によることが示唆された。 
Vemurafenib処理による細胞膜上 CD63量の増加に糖鎖修飾が必要か検討するため、hCD63 
(WT) –Flagおよび hCD63 (AAA) -Flag発現細胞の細胞表面ビオチン化実験を行った。その結
果、薬剤処理により、細胞膜 hCD63 (WT) –Flagの量は対照処理に比べ平均で 2.5 倍増加した
が、hCD63 (AAA) -Flag ではむしろ約半分に減少した。hCD63 (AAA)-Flag の発現は、
Vemurafenib存在下での細胞増殖を抑制した hCD63 (WT)-Flag（上記）とは異なり、増殖に影
響しなかった。以上の結果から、Vemurafenib処理による CD63の分子量および細胞膜上の量
の増加には、糖鎖の付加が必要であることが示唆された。 
 
Vemurafenib処理により CD63に付加するポリラクトサミン量が増加する 
 Vemurafenib処理による CD63の平均分子量および細胞膜での量の増加が、どのような糖鎖
の付加により生じるかを解明するため、ポリラクトサミン糖鎖に着目した。Vemurafenib存在
下あるいは非存在下で培養した細胞の可溶化液から、レクチンアフィニティークロマトグラ
フィーによりポリラクトサミン陽性のタンパク質を調製し、その画分中の CD63 量を解析し
た。その結果、薬剤処理により、ポリラクトサミンが付加した CD63の量が約 2倍増加した。
さらに、Vemurafenib処理により、ポリラクトサミン伸長酵素β3GNT-2 の mRNA量が有意に
増加することを見出した。β3GNT-2を発現抑制したところ、薬剤処理による CD63 の顕著な
分子量増加および細胞膜上 CD63 量の増加は認められなかった。これらの結果から、
Vemurafenib処理により、β3GNT-2発現量が増加し、CD63上のポリラクトサミン量が増加す
ることで、CD63の平均分子量および細胞膜局在の増加を引き起こすことが示唆された。 
 
細胞膜上 CD63量の増加はメラノーマ細胞の増殖能を抑制する 
 ここまでの解析から、Vemurafenib処理により細胞膜上の CD63量が増加することが、メラ
ノーマ細胞の増殖の抑制に関わることが示唆された。そこで、細胞膜受容体であるプロテオ
グリカン Syndecan-4 (SDC4) と CD63のキメラ分子を作成し、薬剤処理せずに CD63を細胞膜
へ誘導して、その発現が細胞増殖に与える影響を解析した。ヒト SDC4 のエクトドメインお
よび細胞膜貫通部位から構成される Syndecan-4断片 (SDC4 ET) あるいは SDC4 ETと CD63
のキメラ分子 (SDC4 ET-CD63) をそれぞれ安定発現するメラノーマ細胞を作製した。抗
SDC4抗体を用いた免疫染色により、薬剤非存在下で、それぞれの導入タンパク質の細胞膜上
での局在が検出された。細胞増殖に与える影響について解析したところ、薬剤非存在下にお
いて、SDC4 ET 発現細胞では、対照細胞と同程度の細胞増殖が観察されたが、SDC4 ET –CD63
発現細胞では対照細胞の 25%~30%低下した。このことは、融合した hCD63 が機能的な分子
として細胞増殖に対して負に働いていることが予想された。また、β3GNT-2 発現抑制により
SDC4 ET –CD63では、内在性 CD63とは異なり、分子量シフトが観察されなかった。これら
の結果から、細胞膜上 CD63 量の増加が引き起こす細胞増殖の抑制にはポリラクトサミンの
付加は必要ないことが予想され、細胞膜上に局在する CD63 は付加する糖鎖非依存的にメラ
ノーマ細胞の増殖能を抑制することが示唆された 
 
CD63過剰発現は Vemurafenib耐性メラノーマ細胞の増殖能を抑制する 
 Vemurafenib治療の問題点は、薬剤 Resistant細胞が生じ、腫瘍の再増殖が起こることである。
そこで、CD63の発現増加が Resistant細胞に与える影響について検討した。CD63タンパク質
量を比較したところ、Resistant細胞では、Parental細胞に比べ、CD63量の顕著な減少が認め
られた。この発現減少は mRNAレベルで起きていた。さらに、フローサイトメーターを用い
た解析から、Resistant細胞では、Parental細胞と比較して、細胞表面上の CD63量が減少して
いる傾向が観察された。これらの結果から、Resistant細胞では mRNAレベルで CD63の発現
が減少しており、細胞膜上の CD63 量も相関して減少していることが示唆された。次に、
Resistant 細胞での低い CD63 量が細胞増殖を促進させる原因の 1 つと考え、Resistant 細胞で
の CD63の発現増加が細胞増殖に与える影響について検討した。Resistant細胞に hCD63-Flag 
(WT) cDNA あるいはベクターを導入し、これらの細胞での細胞増殖能について検討した結果、
hCD63–Flag (WT) 発現 Resistant細胞では、対照細胞に比べ、低い細胞増殖を示した。これら
のことから、Resistant細胞で観察された CD63量の減少は Vemurafenib耐性細胞の細胞増殖を
促進する一因であることが示唆され、Resistant 細胞においても CD63 の発現増加が治療に有
効である可能性が示された。  
 
[結論]  
本研究では、薬剤耐性を減弱させる新たな標的の同定を目標に、メラノーマ細胞の悪性化関
連分子である CD63に着目し、解析を行った。その結果、① Vemurafenib処理によりβ3GNT-2
の発現が亢進し、CD63上のポリラクトサミン鎖が増加し、細胞膜上の CD63量が増加するこ
と、② 細胞膜上の CD63量の増加により、メラノーマ細胞の増殖が抑制されること、③ CD63
の発現増加により、Vemurafenib存在下での生存細胞数が著しく低下することを見出した。本
研究より、抗がん剤処理により生じる糖鎖構造の変化が、付加される糖タンパク質の表現型
を変化させ、その結果薬剤の感受性に影響を与えることが判明した。こうした薬剤耐性を克
服し得る分子の発見はメラノーマ治療に有用で有り、今後更なる CD63 分子の機能解明を通
じた種々の薬剤耐性の克服が期待される。 
  
 審査結果の要旨 
 
BRAF変異メラノーマの治療にはBRAF阻害剤Vemurafenibが高い奏効性を示すが、
多くの症例において短期間のうちに薬剤耐性を示すようになる。そのため、メラノー
マの薬剤耐性機構に関する研究が盛んに行われているが、現時点でこの問題を解決す
る治療法は開発されていない。本研究では、メラノーマ治療薬 BRAF 阻害剤
Vemurafenib の薬剤耐性克服にテトラスパニン CD63 が重要な役割を持つことを明
らかにした。具体的には、① Vemurafenib 処理により糖鎖付加酵素3GN T-2 の発
現が亢進し、CD63上のポリラクトサミン鎖が増加した結果分子量が増大し、細胞膜
上の CD63量が増加すること、② Vemurafenib耐性株は、感受性株に比べて細胞膜
上の CD63 量が減少しており、Vemurafenib 耐性と細胞膜上の CD63 量は逆相関す
ること、③ CD63 の過剰発現によりメラノーマ細胞の増殖が抑制され、耐性株で過
剰発現は Vemurafenib 存在下での生存細胞数を著しく低下させることを見出した。
本研究より、悪性腫瘍メラノーマの抗がん剤処理により生じる糖鎖構造の変化が、薬
剤の感受性に影響を与えることが判明し、薬剤耐性防止に細胞膜上に存在するタンパ
ク質の糖鎖修飾をターゲットにすることの有用性が示された。今後治療への発展も期
待し得る生命科学の研究として高い価値を有すると考えられる。 
本審査での発表と質疑応答も適切であり、研究者としての基本的な資質を有すると判
断できる。以上のことから、本申請論文は博士学位授与に値すると考えられる。 
